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Metodologia Científica:
Determinação da Atividade
Antioxidante Total em Frutas
pelo Método de Redução do
Ferro (FRAP)
Introdução
Antioxidantes podem ser definidos como qualquer
substância que, presente em baixas concentrações,
quando comparada a um substrato oxidável, atrasa ou
inibe a oxidação desse substrato de maneira eficaz. O
sistema de defesa antioxidante é formado por compos-
tos enzimáticos e não-enzimáticos, presentes tanto no
organismo (localizados dentro das células ou na
circulação sangüínea) como nos alimentos ingeridos
(Moreira & Shami, 2004).
O consumo de substâncias antioxidantes na dieta
diária pode produzir uma ação protetora efetiva contra
esses processos oxidativos que ocorrem no organismo.
Foi descoberto que várias doenças, entre as quais
câncer, aterosclerose, diabetes, artrite, malária, AIDS
e doenças do coração, podem estar ligadas aos danos
causados por formas de oxigênio extremamente
reativas. Essas substâncias, também, estão ligadas a
processos responsáveis pelo envelhecimento do corpo
(Degaspari & Waszczynskyj, 2004).
Pulido et al. (2000) descrevem o método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) – Poder Antioxidante de
Redução do Ferro (Fig. 1) como uma alternativa
desenvolvida para determinar a redução do ferro em
fluidos biológicos e soluções aquosas de compostos
puros. O método pode ser aplicado não somente para
estudos da atividade antioxidante em extratos de
alimentos e bebidas, mas, também, para o estudo da
eficiência antioxidante de substâncias puras, com
resultados comparáveis àqueles obtidos com outras
metodologias mais complexas.
Thaipong et al. (2006) estimaram a atividade antioxi-
dante total de extratos obtidos de frutos de goiaba, pelos
métodos ABTS, DPPH, FRAP e ORAC, e verificaram
2 Metodologia Científica: Determinação da Atividade Antioxidante Total em Frutas pelo Método de Redução do Ferro (FRAP)
[Fe(III)(TPTZ)
2
]3+                                                     [Fe(II)(TPTZ)
2
]3+
cor: azul-clara                                                          cor: azul-escura
Fig. 1. Redução do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe3+.
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que FRAP foi a técnica mais reprodutível e aquela que
apresentou uma elevada correlação com os teores de
ácido ascórbico e grupos fenólicos.
Neste comunicado são relatadas todas as informações
necessárias para a determinação da atividade antioxi-
dante total em frutas, pelo método de redução do ferro
(FRAP), baseadas em adaptações/modificações feitas
nos laboratórios da Embrapa Agroindústria Tropical.
Materiais Necessários
Reagentes
• Acetato de sódio trihidratado (PM = 136,08)
• Acetona P.A.
• Ácido acético glacial P.A.
• Ácido clorídrico P.A. (PM = 36,5; d = 1,19)
• Água destilada
• Álcool metílico P.A.
• Cloreto férrico hexahidratado (PM = 270,3)
• Sulfato ferroso heptahidratado (PM = 278,02)
• TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (PM = 312,34)
- Sigma, código T1253 ou equivalente.
Equipamentos e Vidrarias
• Agitador de tubos de ensaio
• Balança analítica
• Balão volumétrico de 10 mL, 50 mL e 1.000 mL
• Banho-maria
• Cronômetro digital
• Cubetas de vidro (4 x 1 cm)
• Espectrofotômetro
• Pipeta automática (10 µL – 1.000 µL)
• Proveta de 50 mL
• Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL)
Preparo de Soluções
Solução de Metanol a 50%
Em balão volumétrico de 1 L, adicionar 500 mL de
álcool metílico; completar o volume para 1.000 mL
com água destilada, homogeneizar e transferir para
um frasco de vidro devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.
Solução de Acetona a 70%
Em balão volumétrico de 1 L, adicionar 700 mL de
acetona; completar o volume para 1.000 mL com água
destilada, homogeneizar e transferir para um frasco de
vidro devidamente etiquetado. Armazenar em tempe-
ratura ambiente por tempo indeterminado.
Solução de HCl 40 mM
Em balão volumétrico de 1 L, adicionar 3,34 mL de HCl
concentrado; completar o volume para 1.000 mL com
água destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.
Solução de TPTZ 10 mM
Dissolver 3,12 g de TPTZ em, aproximadamente, 5 mL
de HCl 40 mM  e completar o volume para 1 L em um
balão volumétrico com HCl 40 mM, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro âmbar devidamente
etiquetado. Armazenar sob refrigeração por até um
mês.
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Solução de Cloreto Férrico 20 mM
Dissolver 5,4 g de cloreto férrico em água destilada e
completar o volume para 1 L em um balão volumétrico
com água destilada, homogeneizar e transferir para
um frasco de vidro âmbar devidamente etiquetado.
Armazenar sob refrigeração por até um mês.
Tampão Acetato 0,3 M, pH 3,6
Dissolver 3,1g de acetato de sódio em 16 mL de ácido
acético glacial e completar o volume para 1 L em um
balão volumétrico com água destilada, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro âmbar devidamente
etiquetado. Armazenar em temperatura ambiente por
tempo indeterminado.
Solução do Reagente FRAP
O reagente FRAP é obtido a partir da combinação de
25 mL de tampão acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma
solução de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de uma solução
aquosa de cloreto férrico 20 mM, devendo ser usado
imediatamente após sua preparação.
Solução Padrão de Sulfato Ferroso 2 mM
Dissolver 27,8 mg de sulfato ferroso em água
destilada e completar o volume para 50 mL em um
balão volumétrico com água destilada, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro âmbar devidamente
etiquetado. Preparar e usar apenas no dia da análise.
Curva-Padrão do Sulfato Ferroso
Preparo das soluções
A partir da solução padrão de sulfato ferroso (2.000
µM), preparar em balões volumétricos de 10 mL,
soluções variando a concentração de 500 µM a 1500 µM,
conforme a Tabela 1.
Tabela 1. Preparo das soluções para curva-padrão.
Solução padrão Água Concentração
de sulfato ferroso destilada final
(mL) (mL) (µM)
2,5 7,5 500
5,0 5,0 1.000
7,5 2,5 1.500
10 0 2.000
Determinação da Curva-Padrão
Em ambiente escuro, transferir uma alíquota de 90 µL
de cada solução de sulfato ferroso (500 µM, 1.000 µM,
1.500 µM e 2.000 µM) para tubos de ensaio, acres-
centar 270 µL de água destilada e misturar com 2,7 mL
do reagente FRAP, homogeneizar em agitador de tubos
e manter em banho-maria a 37 oC. Realizar a leitura
(595 nm) após 30 minutos da mistura e utilizar o
reagente FRAP como branco para calibrar o
espectrofotômetro.
Plotar em planilha as concentrações de sulfato ferroso
(mM) no eixo X e as respectivas absorbâncias no eixo
Y (Fig. 2) e calcular a equação da reta.
Fig. 2. Exemplo de curva-padrão de sulfato ferroso.
A partir da equação da reta (Fig. 2), calcular a
absorbância referente a 1000 mM de sulfato ferroso
(Pulido et al., 2000), de acordo com a Equação 1.
y = ax + b
Onde,
x = 1.000 µM de sulfato ferroso
y = Absorbância correspondente a 1.000  µM de
sulfato ferroso
(Eq. 1)
Protocolo do Método FRAP
Obtenção dos Extratos da Fruta
Este procedimento foi adaptado de Larrauri et al.
(1997). Como a concentração de compostos
antioxidantes varia de fruta para fruta, fazem-se
necessários testes prévios. Em análises realizadas no
Laboratório de Fisiologia e Tecnologia Pós-Colheita, da
Embrapa Agroindústria Tropical, com diferentes
frutas, têm-se utilizado de 1 g a 25 g de amostra, de
acordo com a fruta. Pesar a amostra em um béquer de
100 mL, adicionar 40 mL de metanol 50%,
homogeneizar e deixar em repouso por 60 minutos à
temperatura ambiente. Centrifugar a 25.406,55 g
(15.000 rpm), durante 15 minutos, transferir o
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sobrenadante para um balão volumétrico de 100 mL.
A partir do resíduo da primeira extração, adicionar 40
mL de acetona 70%, homogeneizar e deixar em
repouso por 60 minutos, à temperatura ambiente.
Centrifugar novamente a 25.406,55 g (15.000 rpm)
durante 15 minutos, transferir o sobrenadante para o
balão volumétrico contendo o primeiro sobrenadante e
completar o volume para 100 mL com água destilada.
Determinação da Atividade Antioxidante
Total (AAT)
A partir do extrato obtido no item anterior, preparar
em tubos de ensaio, no mínimo três diluições diferen-
tes, em triplicata. Em ambiente escuro, transferir uma
alíquota de 90 µL de cada diluição do extrato para
tubos de ensaio, acrescentar 270 µL de água destilada,
misturar com 2,7 mL do reagente FRAP, homogeneizar
em agitador de tubos e manter em banho-maria a 37 oC.
Realizar a leitura (595 nm) após 30 minutos da mistura
preparada e utilizar o reagente FRAP como branco
para calibrar o espectrofotômetro.
A partir das absorbâncias obtidas das diferentes
diluições dos extratos, plotar a absorbância no eixo Y
e a diluição (mg/L) no eixo X. Em seguida, determinar a
equação da reta. Para calcular a AAT, deve-se substi-
tuir na equação da reta a absorbância equivalente a
1.000 µM do padrão sulfato ferroso. O valor obtido
para o termo x (Eq. 2) corresponde à diluição da
amostra (mg/L) equivalente a 1.000 µM de sulfato
ferroso.
y = ax + b
Onde,
y = Absorbância correspondente a 1.000  µM de
sulfato ferroso
x = Diluição da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 µM
de sulfato ferroso
(Eq. 2)
X(g) = x / 1.000
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A partir do resultado encontrado (x) na equação 2,
dividir por 1.000 para ter o valor em g. O resultado
final (Eq. 3) é calculado pela divisão de 1.000 (µM)
pelo valor de X(g) e multiplicado por 1(g) para encon-
trar o valor final (Z) que é expresso em µM sulfato
ferroso/g de fruta (porção comestível).
(Eq. 3)Z = 1.000 / X(g).1
